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第 1 章 本研究の背景 
1. 1. 骨壊死とは 
 骨や骨髄が正常に機能するためには血流の供給が不可欠である。骨への血流























1. 2. 臨床的背景 
 骨壊死の中でも高頻度にみられる特発性大腿骨頭壊死は、日本では年間 2200
名[2]、米国では年間 10,000 名以上[3]の新規罹患者がいるとされている。また確





































1. 3. 4. 人工関節置換術 
 骨壊死部位を切除し、当該部位を人工関節に置換させる方法である。股関節
や膝関節の場合、標準的な外科的治療法として人工関節置換術が行われること
が多い。1961 年に Charnley らが骨セメントを人工股関節の固定に用い、摺動
















1. 3. 6. 自家骨髄血移植術 
 予め腸骨から骨髄血を採取しておき、骨壊死部位に移植する方法である。骨





植)があり、濃縮骨髄血移植では骨髄血を 300-400 ml 程度採取し、遠心分離後得
られた濃縮自家骨髄血 30-40 ml 程度を移植に使用することが多い。 
我々のグループでは、2002 年に月状骨骨壊死(Kienböck 病)に対して本方法で
治療し、以後大腿骨頭壊死、上腕骨頭壊死などの骨壊死や骨癒合不全に対して
濃縮自家骨髄血移植で治療を行ってきた[11]。2012 年までで総症例数は 200 を
超えており、大腿骨頭壊死では圧潰進行による人工関節置換例は 22 % (47/214)





1. 4. 自家骨髄血移植後の骨新生に関する見解 
 それまで行われていた骨穿孔術での効果として、壊死部と周囲正常組織を交
通させることで、正常組織から遊走した骨髄未分化間葉系細胞、成長因子によ








1. 5. 骨髄血に含有される細胞群とその作用 
 静脈から血液を採取し、エチレンジアミン四酢酸(EDTA)塩などの抗凝固剤を
添加して遠心分離すると、上層に淡黄色の透明な血漿と下層に赤い赤血球層が
みられ、さらに両者の境界には灰白色の薄層(buffy coat)が観察される(図 1) [15]。










殖因子ベータ(TGF-β: transforming growth factors -β)などの成長因子が含まれ






1. 6. 骨髄間葉系幹細胞 




























 骨芽細胞への分化には、特異的な転写因子である runt-related transcription 
factor 2 (Runx2)、osterix が作用している。また骨形成誘導蛋白質である bone 
morphogenetic protein (BMP)も骨芽細胞への分化を促進させる作用を持つ[24]。 


















1. 8. 1. 蛍光色素 
 細胞表面に蛍光色素を結合させて標識する古典的方法である。骨髄間葉系細





1. 8. 2. 緑色蛍光蛋白質 
 オワンクラゲ（aequorea 属）の持つ発光タンパク質が放出する光の波長を変
換するタンパク質として発見され、238 個のアミノ酸から成り、分子量約 27 kDa
の蛋白質である。各種のプロテアーゼに耐性を示すなど化学的に非常に安定し










1. 8. 3. 鉄粒子 
 ナノメーターサイズの鉄粒子を移植細胞に取り込ませ、核磁気共鳴画像(MRI)
によるライブイメージングにより移植細胞を追跡する方法である[31, 32]。鉄粒






1. 8. 4. 量子ドット 






1. 9. 共同研究者による先行研究 
 
























在を観察した。移植後 8 週に加え、26 週でも蛍光が観察され、長期間の細胞追
跡が可能であることを報告した[40]。 
 
1. 9. 3. 家兎第 4 足根骨を用いた骨壊死モデルの作製 
 Ogawa らは、家兎第 4 足根骨を用い、液体窒素に浸して壊死させた後、同ウ
サギの背部皮下に移植するモデルを開発した[41]。このモデルは、家兎第 4 足根
骨を摘出し液体窒素に 5 分間浸すことで壊死させた後、常温の生理食塩水内で
解凍し、3 面ある皮質骨面に 1 箇所ずつ、計 3 箇所に直径 2 mm のドリリングを
15 
 




HE 染色では、2 週では骨細胞の核は一部残存していたが、4 週で完全に empty 
lacunae となり、脂肪髄も消失した。8, 12, 20 週いずれも添加骨形成や脂肪髄の
出現は認めず、empty lacunae の存在も持続していた(図 3 B)。また骨形態計測
では、骨石灰化面では 4 週で、骨芽細胞面では 8 週でいずれもわずかな増加を
認めるも、以降 20 週にかけて増加することはなかった(図 3 C)。 



































3. 2. 骨髄からの細胞採取 
 12 週齢日本白色家兎(東京実験動物、東京)雌の両側後方腸骨稜から骨髄内に
18 ゲージ針を刺入し、ACD 液 2 ml を加えた 20 ml シリンジで骨髄血を吸引採
取した。採取した骨髄血はナイロンメッシュ(100 μm cell strainer; BD Falcon, 
Bedford, MA, USA)で濾過し、50 ml 用チューブ(50 ml conical tube; BD Falcon)
に回収した。骨髄血を 20 ml 回収後、2 個の 75 cm2フラスコ(BD Falcon)に播種
し、37 ℃、5 %二酸化炭素の環境下で培養した。培養液は Dulbecco’s Modified 
Eagle’s Medium (以下 DMEM; Sigma, St. Louis, MO, USA)、10 %牛胎児血清
18 
 
(Fetal Bovine Serum, 以下 FBS; Sigma)、1 %抗生物質(Antibiotic-antimitotic; 
GIBCO, Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)で構成され、各フラスコを 15 ml の培養
液で満たし、24 時間後に初回培地交換を行った。以後、2 - 3 日に 1 回の頻度で
培地交換を行い、培養開始 14 日後に初回継代を行った。フラスコ底面に接着し
た紡錘形の細胞を 0.25 % Trypsin 1 mM EDTA (Sigma)を用いてフラスコ底面よ
り剥離し、Phosphate-Buffered Saline (以下 PBS)で 2 回洗浄した後、別の 75 cm2
フラスコに播種し、継代した。初回継代後、2-3 日に 1 回の頻度で培地交換を行
い、フラスコ底面の 80 %以上に培養細胞が増生していること(80 % - confluent)
を確認し、以後の実験に使用した。 
 
3. 3. 骨髄間葉系幹細胞の選定と評価 
 家兎骨髄細胞に対して、接着作用、多分化能、細胞表面抗原マーカーについ
て、以下の通り検討を行った。 
接着作用については、3.2. の培養で播種から初回培養まで 24 時間の間にフラ
スコ底面に接着した細胞を選定していること、また多分化能については、先行





は 2 種類(CD34、HLA-DR)を挙げていた。本研究では、Tan らの報告を参考に、
現時点で入手可能な陽性マーカーとして CD81 (#561956, FITC Mouse 




(bs-0646R-FITC, Rabbit Anti-CD-34 Polyclonal Antibody, Bioss, Woburn, MA, 
USA)しか入手できなかったため、合わせて HLA-DR (#555560, FITC Mouse 
Anti-Human HLA-DR, BD Biosciences)についても評価することとした。なお、
対応する IgG として、CD81 は IgG1 (#555748, FITC Mouse IgG1 κ Isotype 
Control, BD Biosciences) を、CD34 は anti-rabbit IgG (sc-53805, mouse 
anti-rabbit IgG-FITC, Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, USA) を、HLA-DR
は IgG2b (#555742, FITC Mouse IgG2b κ Isotype Control, BD Biosciences) をそ
れぞれ使用して測定した。 
3. 2. により 80 % - confluent となった培養細胞を 0.25 % Trypsin 1 mM EDTA
を用いてフラスコ底面より剥離し、1 x 107 /ml の濃度となるように細胞懸濁液
を作成した。Non-stain 用、IgG 用、細胞表面抗原マーカー用の 3 種類のチュー
ブを用意し、この懸濁液を 100 μl ずつ分注した。分注後、それぞれ内容量に応
じた試薬を投与し、4 ℃下で、30 分間反応させた。その後 PBS で 2 度洗浄し、
フローサイトメトリーによる分析を行った。測定機器は Smart Sampler MoFlo™ 
XDP (Beckman Coulter, Brea, CA, USA) を、解析は Summit Software v4.3 
(Beckman Coulter) を使用した。 
 
3. 4. 骨髄間葉系幹細胞への量子ドット導入 
 骨髄間葉系幹細胞へ量子ドットが導入されているかを in vitro で評価するため、
3. 2. の初回継代の際にあらかじめカバーガラスを底面に敷いたシャーレを準備
し、このシャーレ内に継代した細胞を播種した。以後の培養条件は 3. 2. と同一
として 80 % - confluent となるまで培養した。量子ドット(Qdot® 655 ナノクリ
スタル; Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)と抗体との複合体作製キット(Qdot® 
655 antibody conjugation kit; Invitrogen)を用いて量子ドットとモータリンモノ
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れているか評価した。観察には 655 nm の波長に対する特異フィルター(XF305-1, 
Excitation 425DF45, Dichroic 475DCLP, Emission 655DF20; Omega Optical, 
Brattleboro, VT, USA)を取り付けた蛍光顕微鏡 (Biorevo Imaging System 
BZ-9000; Keyence, Osaka, Japan)を使用した。 
 
3. 5. 自家骨髄間葉系細胞移植後の細胞追跡 
 骨髄間葉系幹細胞に量子ドットを導入し、移植後 4, 8, 12, 24 週での組織内に
おける細胞の局在、分化を追跡した(図 4)。移植細胞の局在は量子ドットの局在
を観察することで、骨芽細胞の局在は骨芽細胞がアルカリフォスファターゼ
(ALP: alkaline phosphatase)染色で陽染されることを利用し ALP 陽性細胞の局
在を観察することで評価した。また組織回収前にカルセインを投与し、新生骨
による石灰化の局在を評価した。各評価のため 5 μm 厚の 3 連続非脱灰凍結切片
を作製し、観察を行った。 
 また、先行研究で Ogawa らは 20 週まで骨壊死が持続していることを報告し
ていたが、本研究では移植後 24 週とさらに長期での組織評価を行うため、別に




3. 5. 1. 量子ドット導入 
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 12 週齢日本白色家兎(東京実験動物、東京)雌 24 羽から、それぞれ 3. 2. と同
様にして骨髄血採取後、1 羽につき 75 cm2フラスコ 2 個を準備し培養を行い、
一方を量子ドット導入群、もう一方はネガティブコントロールとして非導入群
とした。初回継代後 80 % - confluent となるまで培養し、量子ドット導入群には
3. 4. と同様に量子ドットとモータリンモノクローナル抗体の複合体が溶解され
た培養液で 24 時間培養し、量子ドットを細胞内に導入した。このうち、電子顕
微鏡の評価に用いた 4 羽を除いた 20 羽について、全細胞に占める量子ドット導
入細胞の比率を 100 倍視野で算出し、量子ドットの導入率を算出した。 
 
3. 5. 2. 骨壊死モデルの作製(図 5) 
 3. 5. 1.で準備した 12 週齢日本白色家兎雌 24 羽に対して、先行研究の Ogawa









3. 5. 3. 自家骨髄間葉系幹細胞移植 
 3. 5. 1. で準備した細胞を、0.25 % Trypsin 1 mM EDTA を用いてフラスコ底
面より剥離し、3 - 5 x 105 個/ml の濃度となるように、量子ドット導入群、非導
入群それぞれ細胞懸濁液を作成した。3. 5. 2. であらかじめ留置した 18 ゲージ
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針から壊死骨内へ細胞懸濁液をゆっくりと 1 ml 注入した。壊死骨外に溢れた分
は皮下に pouch 状に貯留した状態とし、注入後 18 ゲージ針を静かに抜去した。 
 移植後 4, 8, 12, 24 週でそれぞれ 5 羽(合計 20 羽)を組織評価に使用した。新生
骨による石灰化評価のため、組織回収 2 週前と 2 日前にそれぞれカルセインを
皮下投与した。残り 4 羽は電子顕微鏡評価として移植後 4 週で組織を採取した
後、評価に使用した。 
 





3. 7. 移植後組織における量子ドットの局在 
 量子ドットの観察が凍結標本のみで可能であるため、凍結ブロック標本を作
成した。組織回収後、4 %パラホルムアルデヒドを用いて 4 日間固定した。その
後、10, 20, 30 %スクロースで各 1 時間、4 ℃でリンスし 4 %カルボキシメチル
セルロースに包埋後、ただちに液体窒素で急速冷凍した。-70 ℃環境下に 5 μm




がないことを確認するために使用した。量子ドットの観察には 655 nm の波長に
対する特異フィルター (XF305-1, Excitation 425DF45, Dichroic 475DCLP, 
Emission 655DF20; Omega Optical)を取り付けた蛍光顕微鏡(Biorevo Imaging 
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System BZ-9000; Keyence)を使用した。 
 
3. 8. 移植後組織におけるアルカリフォスファターゼ陽性細胞の局在 
 3. 7. で作成した 5 μm 厚の非脱灰凍結薄切標本に対して ALP 染色を行い、光
学顕微鏡で ALP 陽性細胞の局在を観察した。 
 
3. 9. 移植後組織における新生骨による石灰化の局在 


















第 4 章 結果 
 
4. 1. 接着培養で増殖した骨髄間葉系幹細胞 
 フラスコへの播種 24 時間後には接着細胞が観察された。培地交換を経るごと
に浮遊細胞が減少し、紡錘形の細胞が観察され、コロニーを形成するようにな
った。2 週間の培養でコロニーはいくつかみられるようになったが、フラスコ底
面の 30 %程度の占有にとどまったため、継代を行った。初回継代後 5 - 7 日後
にはフラスコ底面の 80 %を占めるようになった(図 6)。 
 
4. 2. 骨髄間葉系幹細胞の細胞表面抗原マーカー評価 
 フローサイトメトリーによる細胞表面抗原マーカー評価の結果は、CD81 では
IgG 標識細胞と CD81 標識細胞とで明らかにピークに違いがみられた(図 7)。
CD34 では IgG 標識細胞と CD34 標識細胞とでピークはほとんど差がみられず
(図 8)、HLA-DR でも IgG 標識細胞と HLA-DR 標識細胞とでピークに差がみられ
なかった(図 9)。陽性細胞の割合は、細胞表面抗原マーカーで標識された細胞か
ら IgG で標識された細胞を差分することで算出され、CD81 陽性細胞が 90 %、
CD34 陽性細胞が 5.6 %、HLA-DR 陽性細胞が 1 %未満だった。 
 
4. 3. 骨髄間葉系幹細胞への量子ドット導入 







4. 4. 量子ドット導入率の評価 
移植に使用した細胞の量子ドット導入率は、93.3±2.0 % (n=20, 90.0 - 97.0)で
あった(図 11)。 
 





4. 6. 移植後組織の肉眼的評価 




移植骨周囲の血管増生は少なくなり、扁平化は 12 週と同様だったが、12 週と
比較し硬度が強くなっていた(図 13)。 
 
4. 7.  移植細胞の局在と骨新生 
非導入群(量子ドットを導入していない骨髄間葉系幹細胞を移植した群)につ
いては、4, 8, 12, 24 週いずれも量子ドットの蛍光がみられなかった(図 14)。 
 






った(図 15 E)。TB 染色(暗視野)では、骨梁表面に沿って緑色に蛍光される部位
がみられ、新生骨による石灰化が観察された(図 15 F)。 
 






新生骨による石灰化が観察された(図 16 F)。 
  
4. 7. 3. 移植後 12 週組織 (図 17) 
 移植後 4・8 週と同様に、骨梁表面に沿って赤色で蛍光される領域がみられ、
量子ドットを含んだ移植細胞の局在が観察された(図 17 D)。量子ドットの局在
と一致して、ALP 染色で青紫色に染色される領域が観察されたが、4 週と比較
するとやや薄く、細胞形態も移植後 8 週と比較すると不明瞭だった(図 17 E)。
TB 染色(暗視野)では、骨梁表面に沿って緑色に蛍光される部位がみられ、新生







4. 7. 4. 移植後 24 週組織 (図 18) 
移植後 4, 8, 12 週と同様に、骨梁表面に沿って赤色で蛍光される領域がみられ、
量子ドットを含んだ移植細胞の局在が観察された(図 18 D)。ALP 染色では、明
瞭に青紫色に染色される領域はほとんど観察できなかった(図 18 E)。TB 染色(暗
視野)では、骨梁表面に沿って緑色に蛍光される部位がみられ、新生骨による石
灰化が観察され (図 18 F)、量子ドットの局在と TB 染色(暗視野)の局在は一致し
ているが ALP 染色で染色されない領域が観察された。 
 
4. 8. 移植後組織の電子顕微鏡による評価 (図 19) 
 半切した凍結用標本では、全例で移植後組織に赤色に蛍光される領域が観察
され、量子ドットの局在を確認した。 
弱拡大では、20 - 40 µm の大きさの紡錘形の細胞が多くみられた(図 19 A)。
この細胞を拡大して観察すると、細胞によって核が明瞭に同定できるものと同
定が困難なものがみられた(図 19 B, D)。どの細胞も細胞質は粗面小胞体が豊富
で、ミトコンドリアも明瞭に認められ、活性化状態の骨芽細胞の細胞質の特徴
に矛盾のない所見だった(図 19 C, E, F)。強拡大でみると、細胞質内に量子ドッ
トを確認できた。大きさは 50 - 100 nm 程度の円形で、その大きさからいくつか



































マーカーとして CD81 を、陰性マーカーとして HLA-DR および同種由来のマー
カーしか入手できなかった CD34 を、それぞれフローサイトメトリーにより評
価した。この結果、陽性マーカーである CD81 は 90 ％と高い陽性率を示し、陰
性マーカーである CD34 は 5.6 %、HLA-DR は 1 %未満と低い陽性率だった。Tan
















 一つは、入手できた細胞表面抗原マーカーの蛍光色素がいずれも fluorescein 
isothiocyanate (FITC)であったため、移植細胞と細胞表面抗原マーカーが 1 対 1
の対応となっていることである。このため、CD81 単独、CD34 単独、HLA-DR
単独での検討は行ったが、CD81 陽性かつ CD34 陰性かつ HLA-DR 陰性である
細胞に関しての評価は行うことができなかった。この評価を可能にするには、
家兎に対して使用可能な細胞表面抗原マーカーで、FITC と重複しない蛍光色素




ウス、ラットでは、陰性マーカーとして CD31 かつ CD45 が、陽性マーカーと
して CD10, 13, 73, 105, 166 が同定されているが、より高純度で高品質な間葉系






5. 3. 採用した骨壊死モデルについて 
 背面皮下に留置後 24 週経過した骨壊死組織は、組織学的に ALP 染色で骨芽
細胞はみられず、TB 染色で石灰化もみられなかった。また骨梁には核の空胞化















5. 4. 移植後組織の肉眼的評価 




期の再生過程で起こる骨吸収に偏った high turn over を挙げていた。イヌの部分
腓骨移植実験において、6 週から 6 ヶ月までは移植骨の強度が低下し、約 1 年で










5. 5. 凍結標本を用いた組織学的評価 
 
 5. 5. 1. 移植後 4 週組織 










 この結果から、移植後 4 週の組織において移植細胞が生着後骨芽細胞に分化
し、直接骨新生に寄与していることを示す結果が得られた。 
 
5. 5. 2. 移植後 8 週組織 
移植後 8 週での移植細胞の局在、分化については、4 週と同様に量子ドットの
局在、ALP 陽性細胞の局在、新生骨による石灰化の局在が一致する部位が観察












5. 5. 3. 移植後 12 週組織 









低下し、骨細胞または骨表面を覆う lining cell へと分化した結果を反映している
可能性が考えられた。 
 
5. 5. 4. 移植後 24 週組織 







































った。また量子ドットは細胞質にみられ、大きさは 50 - 100 nm 程度で、複数の
量子ドットから構成された cluster として存在していると考えられた。 
 In vitro での蛍光顕微鏡結果では、いくつもの量子ドットを観察できたが、よ
くみると蛍光体の大きさは均一でなく、小さいものと大きいものが混在してい







量子ドットを観察した他の報告では、30 - 80 nm 程度の cluster として量子ドッ
トが観察されたと報告していた[44]。よって、本研究で使用した量子ドットは
single-dot だけでなく cluster としても存在しており、電子顕微鏡では cluster で
の量子ドットを観察できたと考えている。 
In vitro では細胞内にいくつもの量子ドットが確認されたが、電子顕微鏡で














5. 8. 量子ドットについて 
 



















 先行研究では量子ドットの細胞内導入率については 80 %程度と報告されてい










5. 8. 3. 細胞分裂に伴う量子ドット希釈 
量子ドットは、細胞質に存在しており、理論上は細胞が 2 分裂する際には半
減するため、分裂を繰り返すことで量子ドットが希釈され、観察できなかった






織における量子ドットの局在を観察したところ、移植後 8 週と比較し、26 週で
は蛍光が減弱していたと報告しており、その理由の一つに分裂後の量子ドット
希釈を挙げていた[40]。今後、細胞分裂と量子ドットの蛍光強度に関して、in vitro




5. 8. 4. 量子ドットの有無による骨新生の違い 
 先行研究では、家兎未分化骨髄細胞内に量子ドットを導入し、導入の有無に
関わらず、骨髄細胞は骨、軟骨、脂肪への分化能を有していたことを報告した[39]。






持に優れた樹脂標本から作製した ALP 染色・TB 染色により骨形態計測を行い、
定量的に比較評価することが必要であると考えられる。 
 
5. 9. 移植細胞の生着と骨新生 



































5. 10. 1 濃縮自家骨髄血移植と骨髄間葉系幹細胞移植 
 本研究では培養した骨髄間葉系幹細胞を移植したが、臨床では骨髄細胞や血












buffy coat を作製し、この buffy coat を 24 時間培養し底面に接着した骨髄間葉
系幹細胞のみを移植した(=MSC)群、buffy coat を 24 時間培養した後の上清を移
植した(=Buffy Coat without MSC)群、そして作製した buffy coat をそのまま移植




















5. 10. 2 疾患モデルを用いた検討 
疾患モデルを用いた基礎研究の一つとして、家兎ステロイド性大腿骨頭壊死
症を使用した研究を考えている。家兎ステロイド性大腿骨頭壊死症についての
これまでの報告として、Nishida ら、Mikami らの報告がある[49, 50]。Nishida
らは 28-32 週の家兎に対してメチルプレドニゾロン(20 mg/kg)を筋肉内注射で
単回投与し 2週間後には 70 % (21/30)で大腿骨頭壊死が得られたと報告した[49]。
Mikami らは、3.5 kg の家兎に対してメチルプレドニゾロン(40 mg/kg)を筋肉内






ン(40 mg/kg)を単回投与し 2 週後に大腿骨頭壊死の有無につき左右それぞれで
組織学的評価を行った。20 羽中 10 羽が 2 週未満で死亡し[平均 9.0 (6 - 13)日]、
生存した 10 羽 20 個のうち骨壊死が得られたものは 40 % (8/20)であった。また
死亡した 10 羽 20 個の大腿骨頭組織も観察したが、このうち大腿骨頭壊死を発






られなかった。Nishida らおよび Mikami らの報告での設定モデルが 28 - 32 週、
あるいは 3.5 kg 相当と成熟した家兎を使用していたが[49, 50]、予備実験では本





能が低下するとの報告がある[51]。よって、設定を本研究での 12 週から Nishida






































































図 3 家兎第 4 足根骨を用いた骨壊死モデル *参考文献 39 より(一部改編) 
A：概要. B：脱灰組織標本(HE 染色, 移植後 20 週)．骨細胞は empty lacunae(矢










図 5 骨壊死モデルの作製 
A：足部外側にある第 4 足根骨を採取後、液体窒素に 5 分間浸漬 








図 6 家兎骨髄間葉系幹細胞の培養 
A：初回培養開始 24 時間後 接着細胞を確認 
B：初回培養から 12 日後 コロニーを形成 










図 7 骨髄間葉系幹細胞の表面抗原マーカー評価：CD81 









図 8 骨髄間葉系幹細胞の表面抗原マーカー評価：CD34 









図 9 骨髄間葉系幹細胞の表面抗原マーカー評価：HLA-DR 





図 10 量子ドットを導入した骨髄間葉系幹細胞 






図 11 量子ドット導入率の評価 
A・B：Bright. C・D：QD655. E・F：Merged. 
黄矢印：導入細胞、青矢印：非導入細胞 






図 12 骨壊死モデルの 24 週経過における組織 
A：弱拡大 
B：中拡大(図 A の点線で囲まれた範囲) 







図 13 肉眼評価 
A：移植後 4 週 
B：移植後 8 週 
C：移植後 12 週 




     
     
     
図 14 蛍光顕微鏡による量子ドットの観察 
左：量子ドット導入群 
右：量子ドット非導入群 
左右いずれも、上：Bright. 中：QD655. 下：Merged. 







図 15 移植後 4 週 組織評価 
A：量子ドット(QD655). B：ALP 染色. C：TB 染色(暗視野). 








図 16 移植後 8 週 組織評価 
A：量子ドット(QD655). B：ALP 染色. C：TB 染色(暗視野). 








図 17 移植後 12 週 組織評価 
A：量子ドット(QD655). B：ALP 染色. C：TB 染色(暗視野). 








図 18 移植後 24 週 組織評価 
A：量子ドット(QD655). B：ALP 染色. C：TB 染色(暗視野). 






図 19 電子顕微鏡による評価 
A：弱拡大像 (Scale bar)= 10 µm 





図 19 電子顕微鏡による評価 
C：B の点線で囲まれた範囲を拡大 (Scale bar)= 500 nm 





図 19 電子顕微鏡による評価 
E：D の点線で囲まれた範囲を拡大 (Scale bar)= 500 nm 




図 19 電子顕微鏡による評価 
G：F の点線で囲まれた範囲を拡大 (Scale bar)= 100 nm 
*M: Mitochondria (ミトコンドリア), N: Nucleus (核), QD: Quantum dot (量子ド
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